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摘要：目的  研究丁公藤注射液(injection erycibe，IE)对骨质疏松性大鼠骨折愈合的促进作用及其作用机制。方法  通过

卵巢切除术和骨折术建立骨质疏松性骨折大鼠模型，50 只健康 SD 大鼠(♀)随机分为假手术组、模型组和 1，2，4 mL·kg–1 

IE 组，检测大鼠股骨骨密度、生物力学指标和血清钙、碱性磷酸酶含量，HE染色观察大鼠骨骼病理组织学变化。对分离

的骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)进行药物干预，分为对照组、5，10，20 mg·L–1 IE 组、诱导组(成骨

诱导培养基诱导分化)、NC siRNA 组、NCK1 siRNA 组、IE+NC siRNA 组和 IE+NCK1 siRNA 组，采用 MTT 检测 MSCs
增殖，RT-qPCR 检测成骨分化相关基因 ALP、Runx2 和 Osterix mRNA 水平，Western blotting 检测 NCK1 和 p-AKT 蛋白

表达水平，茜素红染色观察 MSCs 钙结节数量。结果  与模型组比较，2，4 mL·kg–1 IE 组大鼠股骨骨密度、生物力学指

标、血清生化指标均明显升高(P<0.05)，且呈剂量依赖性，4 mL·kg–1 IE 组效果最佳。与对照组比较，10，20 mg·L–1 IE
组 MSCs 增殖和成骨分化相关基因表达量明显升高(P<0.05 或 P<0.01)，NCK1 和 p-AKT 蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，
MSCs 内钙结节量明显增加，且呈剂量依赖性，20 mg·L–1 IE 组效果最佳。与 IE+NC siRNA 组比较，IE+NCK1 siRNA 组

成骨分化相关基因表达量明显降低(P<0.01)，NCK1 和 p-AKT 蛋白表达水平明显降低(P<0.01)。结论  IE 通过促进 NCK1
蛋白表达，激活 AKT 信号通路，对骨质疏松性大鼠骨折愈合起到一定促进作用。 
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Study on the Mechanism of Injection Erycibe in Promoting Fracture Healing in Osteoporotic Rats 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the promoting effect and mechanism of injection erycibe(IE) on fracture healing in 
osteoporotic rats. METHODS  Castration and fracture surgery were used to establish a rat model of osteoporotic fracture. Fifty 
female healthy SD rats were randomly divided into sham operation group, model group and 1, 2, 4 mL·kg–1 IE group. The rat 
femur bone mineral density, biomechanical indicators, serum calcium and alkaline phosphatase levels were detected. HE staining 
was used to observe the pathological changes of rat skeleton. The isolated bone marrow mesenchymal stem cells(MSCs) were 
intervened with drugs, which were divided into control group, 5, 10, 20 mg·L–1 IE group, induction group(using osteogenic 
induction medium), NC siRNA group, NCK1 siRNA group, IE+NC siRNA group and IE+NCK1 siRNA group. MTT method was 
used to detect the proliferation of MSCs. RT-qPCR was used to detect the mRNA levels of osteogenic differentiation related 
genes ALP, Runx2 and Osterix. Western blotting was used to detect the protein expression levels of NCK1 and p-AKT. Alizarin 
red staining was used to observe the number of calcium nodules in MSCs. RESULTS  Compared with the model group, the 
bone mineral density, biomechanical indexes, and serum biochemical indexes of rats in 2, 4 mL·kg–1 IE groups were significantly 
increased(P<0.05) in a dose-dependent manner, and 4 mL·kg–1 IE group had the best effect. Compared with the control group, 
the proliferation of MSCs and the expression of osteogenic differentiation-related genes in 10, 20 mg·L–1 IE group were 
significantly increased(P<0.05 or P<0.01), and the expression levels of NCK1 and p-AKT proteins were significantly 
increased(P<0.05) and the amount of calcium nodules in MSCs was significantly increased in a dose-dependent manner. 
Moreover, the 20 mg·L–1 IE group had the best effect. Compared with IE+NC siRNA group, the expression of bone 
differentiation-related genes ALP, Runx2 and Osterix mRNA were significantly decreased(P<0.01), the expression levels of 
NCK1 and p-AKT proteins were significantly decreased(P<0.01) in IE+NCK1 siRNA group. CONCLUSION  EI can promote 
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fracture healing in osteoporotic rats by promotes the expression of NCK1 protein and activates the AKT signaling pathway.  
KEYWORDS: erycibe; osteoporosis; osteogenic differentiation; non-catalytic domain of tyrosine kinase 1; protein kinase B 
 

由于骨质疏松患者骨骼骨转换增加、骨量减

少和骨骼脆弱等特征，导致骨折风险增加和骨伤

难以愈合[1]。目前，中医药用于骨折治疗已变得

越来越普遍，可通过中医疏通经络和消肿化瘀的

方法促进骨折的愈合。丁公藤注射液 (injection 
erycibe，IE)临床主要用于消肿和镇痛[2]，其对于

骨折的治疗尚无明确报道。有研究显示，丁公藤

的主要活性成分香豆素衍生物具有促进骨折愈合

的作用[3-4]。酪氨酸激酶接头蛋白 1 的非催化区域
(non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor 
protein 1，NCK1)是一种适配器蛋白。有研究报道

NCK1 可通过调节骨量以促进骨损伤修复[5]。在人

脐静脉内皮细胞中，ABL 原癌基因通过促进 NCK1
的磷酸化抑制血管内皮生长因子受体 2(vascular 
endothelial growth factor receptor 2，VEGFR-2)的自

磷酸化，从而抑制细胞迁移[6]。此外，有研究发现

丁公藤提取物可阻断 VEGFR-2 的自磷酸化而抑制

人脐静脉内皮细胞的管形成、增殖和迁移[7]。因此，

笔者推测丁公藤提取物可能与 NCK1 存在调控关

系。本研究拟探讨 IE 对骨质疏松性大鼠骨折愈合

的作用并阐明其潜在的作用机制。 
1  材料与方法 
1.1  动物与细胞  

60 只健康 SD 大鼠，♀，8 周龄左右，体质量

在 230~270 g，购自河南中医药大学第一附属医院。

动物生产许可证号：SCXK(豫)2017-0001。动物实

验经河南中医药大学附属河南省中医院动物实验

伦理委员会批准(批准号：HX/ZYY-2017003)。 
1.2  试剂与仪器   

IE( 鲁 南 贝 特 制 药 有 限 公 司 ， 规 格 ： 每 支

2 mL/100 mg ； 批 号 ： 20050512 ； 国 药 准 字

Z37020306)；血清钙、磷和碱性磷酸酶 (alkaline 
phosphatase，ALP)试剂盒以及 ECL 发光液均购自

美 国 Thermo Fisher Scientific ， 批 号 分 别 为

mL095090，mL095095，mL095176，mL095429；

鼠抗兔多克隆 NCK1(货号：ab129367)、AKT(货号：

ab8805)、p-AKT(货号：ab38449)和 β-actin 抗体(货
号：ab6276)购自英国 Abcam 公司；NC siRNA 和

NCK1 siRNA 购自生工生物工程(上海)股份有限公

司 ； 噻 唑 蓝 [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide ， MTT]染 色 液 ( 大 连

Takara Biotechnology 公司，货号：MK400)；茜素

红(西亚试剂，批号：Al2285-25g)；BCA 试剂盒(美
国 Elabscience 公司，货号：E-BC-K318-M)。 

DEXA 骨密度检测仪(南通广创医疗器械有限

公司)；ZF-258 全自动凝胶成像分析系统(广州瑞丰

实验设备有限公司)；ELX800 酶标仪(美国 BioTek
公司)；CR30NX 离心机(德国 Eppendorf 公司)；
InAlyzer 双能 X 射线骨密度仪(韩国 Medikors 公

司 )； Catalyst One 全 自 动 生 化 分 析 系 统 (英 国

EDEXX 公司)；QX-W600 万能生物力学试验机(上
海企想检测仪器有限公司)。 
1.3  动物模型制备及给药   

将 50 只大鼠随机分为假手术组、模型组和 1，

2，4 mL·kg–1 IE 组，每组 10 只。用 10% 水合氯

醛(5 mL·kg–1)对大鼠进行腹腔注射麻醉，手术摘

除卵巢后用丝线将伤口结扎。卵巢摘除后观察培

养 4 周，从大鼠右侧股骨中段处纵形切开皮肤，

切口约 2 cm，暴露并固定股骨，在股骨干中段约

1/3 处锯断成横行骨折，再用直径为 1.5 mm 的克

氏针逆行刺入骨折近端，并且从后侧的股骨大转

子处穿出，用生理盐水冲洗后缝合伤口。大鼠术

后能正常行走则为建模成功，假手术组大鼠仅暴

露卵巢不摘除。1，2，4 mL·kg–1 IE 组大鼠建模后

每日皮下注射 1，2，4 mL·kg–1 IE，持续 4 周。假

手术组和模型组大鼠每日皮下注射同体积的 0.9%
生理盐水，持续 4 周。 
1.4  双能 X 线骨密度仪检测大鼠股骨骨痂骨密度   

给药结束后处死大鼠，截取右股骨骨折端的骨

痂组织长为 1~2 cm 左右，使用双能 X 线吸收扫描

仪测骨密度，划定中心区域，运用小物体扫描模式

(分辨率 1.0 mm×1.2 mm，扫描速度 50 mm·s–1，扫

描宽度 2.0 cm)。 
1.5  3 点弯曲试验检测各组大鼠股骨生物力学 

骨密度值测定结束后，截取各组骨质疏松大

鼠右侧股骨，放于生物力学测试机，找股骨中点

为 施 压 点 ， 在 骨 折 处 加 压 ， 加 压 速 度 为

2 mm·min–1，使用计算机记录和计算股骨最大载

荷、弹性模量和刚度。 
1.6  ELISA 测定血清生化指标  

在大鼠药物干预的最后 1 d，以仰卧位将大鼠

固定在解剖固定板上，采集大鼠心脏血液 5 mL，

放置 4 h 后，以 1 900×g 离心 10 min，分离血清。

使用 ELISA 对血清进行检测，分别按照 ALP 活性
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测定试剂盒、钙测定试剂盒和磷测定试剂盒说明

书操作，检测血清中钙和磷含量以及 ALP 活性。 
1.7  骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells，

MSCs)分离、培养及处理 
3 只大鼠摘除卵巢 4 周后，断头处死，在无菌

操作台中取出股骨，使用不含血清的 DMEM 液冲

洗骨髓腔，将洗液反复吹打使之成单细胞悬液，

转入无菌离心管，2 800×g，离心 10 min，去上清，

沉淀用 Hank’s 液洗涤 2 次，将细胞转入含 10%胎

牛血清的 DMEM 培养基，3 d 换 1 次液，待细胞

长至 80%进行传代，用 250 μL Taq 胰酶消化细胞

1 min，细胞传 3 代之后开始实验。对照组细胞加

入等体积 0.1% DMSO；5，10，20 mg·L–1 IE 组分

别加入相应浓度 IE 孵育细胞 48 h；NC siRNA 和

NCK1 siRNA 组细胞分别转染 40 nmol ·L–1 NC 
siRNA 或 40 nmol·L–1 NCK1 siRNA；IE+NC siRNA
和 IE+NCK1 siRNA 组细胞于 20 mg·L–1 IE 孵育

48 h 后 分 别 与 40 nmol·L–1 NC siRNA 或

40 nmol·L–1 NCK1 siRNA 干扰 24 h；诱导组细胞

使用含 5%胎牛血清、10 nmol·L–1 地塞米松、

10 mmol·L–1 β-甘油磷酸酯和 50 mg·L–1 抗坏血酸

的成骨培养基诱导细胞成骨分化。 
1.8  MTT 检测 MSCs 增殖 

在细胞培养的第 4，8，12 天分别加入 20 μL 
5 g·L–1 MTT，于 37 ℃孵育 4 h，吸出培养液并加

入 150 μL DMSO，待结晶全部溶解后，使用酶标

仪测 OD 值，检测波长为 570 nm。 
1.9  RT-qPCR 检测 MSCs 中 ALP、Runx2 和 Osterix 
mRNA 水平   

使用 TRIzol 试剂按照说明书提取细胞的总

RNA。使用 TaqMan 试剂盒将提取的总 RNA 逆转

录成 cDNA，PCR 反应条件：95 ℃ 5 min、35 个

循环(95 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s 以及 72 ℃ l min)和
72 ℃延伸 10 min。用 SYBR Green Mater Mix 试剂

检测待检基因的 mRNA 水平，重复检测 3 次，

mRNA 水平以 β-actin 为内参。基因的 PCR 引物序

列结果见表 1。 
 

表 1  扩增基因的引物序列  
Tab. 1  Primer sequence of the amplified gene 

基因 前引物 后引物 

ALP ATCGGTACCTGTTTTGCCAG TGATGACGTTCTTAGCCACG

Runx2 AGCCCTCGGAGAGGTACCA TCATCGTTACCCGCCATGA 

Osterix ATCCATGCAGGCATCTCACC ACCTAACCAATTGCCCCCAG

β-actin AGGCTGTGCTGTCCCTGTAT AGGTAGTTTCGTGAATGCCG

1.10  Western blotting 检测 MSCs 中 NCK1、AKT
和 p-AKT 蛋白表达水平   

使用 RIPA 裂解液裂解细胞并提取总蛋白，

使用 BCA 试剂盒测定样品蛋白浓度。电泳结束后

用蛋白转膜仪将蛋白转印至 PVDF 膜上，用 5%
脱脂牛奶将膜封闭 1 h，TBST 洗膜完成后，用一

抗 NCK1(1︰500 稀释)、AKT(1︰500 稀释)、

p-AKT(1︰500 稀释)和 β-actin(1︰1 000 稀释)4 ℃
孵育过夜，TBST 洗膜，加入对应的二抗(1︰2 000
稀释)室温孵育 2 h，洗膜完成后在 ECL 中显色。

目的蛋白表达水平=目的蛋白条带灰度值/内参 β- 
actin 条带灰度值。 
1.11  茜素红染色  

细胞培养第 12 天时，分别对各组细胞进行茜

素红染色，在光镜下进行观察，以是否深染、边

界是否清晰、周围是否有明显细胞堆积和短径是

否>10 μm 为标准对细胞进行计数，染色之后对每

张爬片进行低倍视野观察记录钙结节沉积。 
1.12  统计学分析 

本研究所有数据均使用 SPSS 22.0 软件进行

统计学分析，数据以 x s± 表示。组间比较采用单

因素方差分析及 Tukey’s 检验，以 P<0.05 为差异

有统计学意义。 
2  结果 
2.1  各组大鼠骨骼组织形态学的比较   

HE 染色试验结果显示，假手术组可见大量成

熟骨组织，骨小梁生长旺盛，交错排列呈网状；

模型组见大量纤维组织，骨小梁稀疏纤细，排列

紊乱，间隙增宽，骨密质变薄；与模型组比较，1，

2 mL·kg–1 IE 组骨小梁变粗变密，骨密质增厚，

4 mL·kg–1 IE 组骨细胞排列整齐，骨小梁结构紧密，

骨的连续性好，骨密质较厚且均匀。结果见图 1。 
 

 
 

图 1  各组大鼠骨骼组织 HE 染色图(200×) 
Fig. 1  HE staining diagram of rats’ bone tissue in each 
group(200×) 
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2.2  IE 对各组大鼠股骨骨密度、生物力学指标和

血清生化指标的影响   
与假手术组比较，模型组大鼠股骨骨密度、最

大载荷和抗弯强度均明显降低(P<0.05)；与模型组

比较，2，4 mL·kg–1 IE 组大鼠的股骨骨密度、最大

载荷和抗弯强度均明显升高(P<0.05)，且作用呈剂

量关系，结果见表 2。 
 

表 2  大鼠股骨骨密度、生物力学分析( x s± ，n=10)  
Tab. 2  Bone mineral density and biomechanical analysis of 
rat femur( x s± , n=10)  

组别 骨密度 最大载荷/N 抗弯强度/N·mm–1

假手术组 0.27±0.01 265.42±23.11 179.45±16.67 

模型组 0.13±0.021) 134.80±17.651) 105.43±14.541) 

1 mL·kg–1 IE 组 0.17±0.011) 159.54±18.331)2) 117.86±17.361)2) 

2 mL·kg–1 IE 组 0.21±0.012) 187.12±16.571)2)3) 168.12±15.741)2)3)

4 mL·kg–1 IE 组 0.23±0.022)3) 201.43±20.361)2)3)4) 184.45±21.961)2)3)4)

注：与假手术组相比，1)P<0.05；与模型组相比，2)P<0.05；与 1 mL·kg–1 
IE 组相比，3) P<0.05；与 2 mL·kg–1 IE 组相比，4)P<0.05。 
Note: Compared with sham operation group, 1)P<0.05; compared with 
model group, 2)P<0.05; compared with 1 mL·kg–1 IE group, 3)P<0.05; 
compared with 2 mL·kg–1 IE group, 4)P<0.05. 

 
与假手术组比较，模型组大鼠血清钙和磷浓度

以及 ALP 活性明显降低(P<0.05)；与模型组比较，

1，2，4 mL·kg–1 IE 组大鼠血清钙和磷浓度以及 ALP
活性明显升高(P<0.05)，且作用呈剂量关系，结果

见表 3。 
 
表 3  各组大鼠血清生化指标水平比较( x s± ，n=10)  
Tab. 3  Comparison of serum biochemical indicators in 
various groups of rats( x s± , n=10) 

组别 钙/mmol·L–1  磷/mmol·L–1  ALP/U·L–1  

假手术组 2.87±0.25 3.57±0.36 126.53±11.7 

模型组 1.72±0.191) 2.41±0.281) 182.25±9.51) 

1 mL·kg–1 IE 组 1.93±0.161)2) 2.85±0.171)2) 164.59±12.61)2) 

2 mL·kg–1 IE 组 2.10±0.231)2)3) 3.06±0.151)2)3) 141.35±13.651)2)3)

4 mL·kg–1 IE 组 2.37±0.211)2)3)4) 3.27±0.292)3) 133.76±8.42)3)4) 

注：与假手术组相比，1)P<0.05；与模型组相比，2)P<0.05；与 1 mL·kg–1 
IE 组相比，3) P<0.05；与 2 mL·kg–1 IE 组相比，4)P<0.05。 
Note: Compared with sham operation group, 1)P<0.05; compared with 
model group, 2)P<0.05; compared with 1 mL·kg–1 IE group, 3)P<0.05; 
compared with 2 mL·kg–1 IE group, 4)P<0.05. 
 
2.3  IE 对各组 MSCs 增殖和成骨分化的影响   

与对照组比较，分别以 5，10，20 mg·L–1 IE
孵育细胞后，第 8，12 天细胞的增殖量均明显升高

(P<0.05)，且 IE 浓度增加后，细胞的增殖量随之增

加(P<0.05)。与对照组比较，诱导组的细胞增殖量在

孵育第 4，8，12 天显著增加(P<0.05)，结果见表 4。 

与对照组比较，10，20 mg·L–1 IE 组 ALP、Runx2
和 Osterix mRNA 的表达量均明显升高(P<0.05 或

P<0.01)；且 IE 浓度增加后，基因的表达量随之增

加(P<0.05)。与对照组比较，诱导组 ALP、Runx2
和 Osterix 的表达量均明显升高(P<0.01)，结果见表 5。 

茜素红染色图表明，与对照组比较，IE 处理组

细胞钙结节量逐渐增加。结果见图 2。 
 

表 4  MTT 检测各组 MSCs 增殖( x s± ，n=3)  
Tab. 4   Proliferation of MSCs in various groups detected by 
MTT( x s± , n=3) 

组别 第 4 天 第 8 天 第 12 天 

对照组 0.50±0.06 0.94±0.1 1.21±0.09 

5 mg·L–1 IE 组 0.64±0.05 1.17±0.09 1.44±0.081) 

10 mg·L–1 IE 组 0.81±0.051)2) 1.25±0.121)2) 1.63±0.171)2) 

20 mg·L–1 IE 组 0.87±0.071)2) 1.44±0.241)2)3) 1.76±0.191)2)3)

诱导组 0.83±0.091)2) 1.47±0.221)2)3) 1.71±0.211)2)3)

注：与对照组相比，1)P<0.05；与 5 mg·L–1 IE 组相比，2)P<0.05；与

10 mg·L–1 IE 组相比，3)P<0.05。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05; compared with 5 mg·L–1 

IE group, 2)P<0.05; compared with 10 mg·L–1 IE group, 3)P<0.05. 
 

表 5  各组 MSCs 中成骨细胞标志性基因 ALP、Runx2 和

Osterix mRNA 的表达量( x s± ，n=3)  
Tab. 5  Expression of osteoblast marker genes ALP, Runx2 
and Osterix mRNA in various groups of MSCs( x s± , n=3)  

组别 ALP Runx2 Osterix 

对照组 1.00±0.05 0.95±0.01 1.08±0.02 

5 mg·L–1 IE 组 1.27±0.061) 1.13±0.05 1.84±0.121) 

10 mg·L–1 IE 组 2.03±0.111)3) 1.96±0.081)3) 2.45±0.162)3) 

20 mg·L–1 IE 组 3.14±0.152)3)4) 2.57±0.132)3)4) 3.68±0.252)3)4)

诱导组 3.29±0.212)3)4) 3.16±0.152)3)4)5) 3.75±0.232)3)4)

注：与对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01；与 5 mg·L–1 IE 组相比，3)P<0.05；

与 10 mg·L–1 IE 组相比，4)P<0.05；与 20 mg·L–1 IE 组相比，5)P<0.05。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
5 mg·L–1 IE group, 3)P<0.05; compared with 10 mg·L–1 IE group, 
4)P<0.05; compared with 20 mg·L–1 IE group, 5)P<0.05. 
 

 
 

图 2  IE 孵育后各组 MSCs 茜素红染色图(100×) 
Fig. 2  Alizarin red staining image of MSCs in each group 
after incubation with IE injection(100×) 
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2.4  IE 对 MSCs 中 NCK1、AKT 和 p-AKT 蛋白

表达水平的影响 
5，10，20 mg·L–1 IE 孵育细胞后，检测 NCK1、

AKT 和 p-AKT 蛋白表达水平。结果显示，与对照

组比较，5，10，20 mg·L–1 IE 组 NCK1 和 p-AKT
蛋白的表达均明显升高(P<0.05 或 P<0.01)，且呈

剂量关系，20 mg·L–1 IE 组的 NCK1 和 p-AKT 蛋

白表达水平最高；各组间 AKT 蛋白的表达差异均

无统计学意义。结果见图 3。 
2.5  IE 调控 NCK1 对各组 MSCs 成骨分化的影响 

与 NC siRNA 组比较，NCK1 siRNA 组 NCK1
和 p-AKT 蛋白的表达均明显降低(P<0.05)，IE+NC 
siRNA 组 NCK1 和 p-AKT 蛋白的表达均明显升高

(P<0.01)。与 NCK1 siRNA 组比较， IE+NCK1 
siRNA 组 NCK1 和 p-AKT 蛋白的表达均明显升高

(P<0.05)。与 IE+NC siRNA 组比较，IE+NCK1 
siRNA 组 NCK1 和 p-AKT 蛋白的表达均明显降低

(P<0.01)。结果见图 4。 
RT-qPCR 试验结果显示，与 NC siRNA 组比

较，NCK1 siRNA 组 ALP、Runx2 和 Osterix mRNA

的表达量均明显降低(P<0.05)，IE+NC siRNA 组

ALP、Runx2 和 Osterix mRNA 的表达量均明显升

高(P<0.01)。与 NCK1 siRNA 组比较，IE+NCK1 
siRNA 组 ALP、Runx2 和 Osterix mRNA 的表达量

均明显升高(P<0.05)。与 IE+NC siRNA 组比较，

IE+NCK1 siRNA 组 ALP、Runx2 和 Osterix mRNA
的表达量均明显降低(P<0.01)。结果见表 6。 

 
表 6  IE 孵育后各组 MSCs 中成骨细胞标志性基因 ALP、
Runx2 和 Osterix mRNA 的表达量( x s± ，n=3) 
Tab. 6  Expression of osteoblast marker genes ALP, Runx2 
and Osterix mRNA of MSCs after incubation with IE 
injection in various groups( x s± , n=3) 

组别 ALP Runx2 Osterix 

NC siRNA 组 1.00±0.05 1.04±0.01 1.05±0.02 

NCK1 siRNA 组 0.75±0.041) 0.82±0.051) 0.78±0.081) 

IE+NC siRNA 组 3.02±0.172) 2.54±0.152) 3.55±0.232) 

IE+NCK1 siRNA 组 1.05±0.123)4) 1.08±0.093)4) 1.17±0.143)4)

注：与 NC siRNA 组相比，1)P<0.05，2)P<0.01；与 NCK1 siRNA 组相

比，3)P<0.05；与 IE+NC siRNA 组相比，4)P<0.01。 
Note: Compared with NC siRNA group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared 
with NCK1 siRNA group, 3)P<0.05; compared with IE+NC siRNA group, 
4)P<0.01. 

 

 
 

图 3  IE 对各组 MSCs 中 NCK1、AKT 和 p-AKT 蛋白表达水平的影响 
与对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01；与 5 mg·L–1 IE 组相比，3)P<0.05；与 10 mg·L–1 IE 组相比，4)P<0.05。 
Fig. 3  Effect of IE on the protein expression levels of NCK1, AKT and p-AKT in MSCs of each group 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 5 mg·L–1 IE group, 3)P<0.05; compared with 10 mg·L–1 IE group, 4)P<0.05. 

 

 
 

图 4  NCK1 干扰对各组 MSCs 中 NCK1、AKT 和 p-AKT 蛋白表达水平的影响 
与 NC siRNA 组相比，1)P<0.05，2)P<0.01；与 NCK1 siRNA 组相比，3)P<0.05；与 IE+NC siRNA 组相比，4)P<0.01。 
Fig. 4  Effect of NCK1 interference on the protein expression levels of NCK1, AKT and p-AKT in MSCs of each group 
Compared with NC siRNA group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with NCK1 siRNA group, 3)P<0.05; compared with IE+NC siRNA group, 4)P<0.01. 
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3  讨论 
随着中国人口老龄化的不断扩大和近年来生

活方式的变化，骨质疏松性骨折的患病率激增[8]。

目前治疗骨质疏松症的药物较多，主要包括基础

补充剂(骨矿化药物，如钙、维生素 D 等)、骨吸收

抑制剂(如双膦酸盐、狄诺塞麦等)、骨形成促进剂、

其他机制药物、中药等[9]。而西药治疗骨质疏松有

较大的不良反应和依赖性。例如抑制破骨细胞骨

吸收的双膦酸盐被认为是治疗骨质疏松症的一线

药物，而其和狄诺塞麦都与下颌骨坏死和非典型

股骨干骨折有关[10]。中药以其独特的优势被越来

越多地用于骨质疏松性骨折的治疗，且临床效果

显著[11]。如骨碎补和淫羊藿均被报道可用于治疗

骨质疏松症，且尚未发现明显的不良反应和毒性[12]。

骨折后 MSCs 立即迁移到骨折部位，并分化为成骨

细胞和破骨细胞，使骨折得到恢复[13]。然而，有研

究表明，骨质疏松患者由于 MSCs 的信号转导功

能受损，可能对愈伤组织形成、软骨内成骨和

MSCs 分化产生负面影响，最终导致愈合缓慢[14]。

因此，提高 MSCs 成骨性分化可作为一条有效的

治疗途径。通过研究 IE 是否能促进 MSCs 的成骨

分化及在此过程中具体分子机制，可为骨质疏松

性骨折的治疗和预防提供新思路。 
IE 属于旋花科植物，主要被用于治疗关节痛

和类风湿性关节炎[15]。IE 的乙醇提取物主要包括

东莨菪内酯、东莨菪苷和绿原酸，其中东莨菪内

酯和东莨菪苷均被报道可通过抑制炎症和血管生

成抑制佐剂诱导的大鼠关节炎[16]。有研究表明 IE
提取物可通过增强成骨细胞中骨形成蛋白-2、骨钙

素和碱性磷酸酶的表达，促进骨质疏松性骨折愈

合[4,17]。本研究对建立的骨质疏松性骨折模型 SD
大鼠注射不同剂量的 IE(1，2，4 mL·kg–1)，显示

其可明显提高大鼠股骨的骨密度、生物力学指标

和血清生化指标。将分离培养的 MSCs 与不同浓

度 IE 孵育，结果显示，随着 IE 浓度的增加，MSCs
增殖和成骨分化相关基因 ALP、Runx2 和 Osterix
的表达量逐渐升高。此外，笔者发现 IE 可促进

MSCs 中 NCK1 蛋白的表达水平。 
NCK1 是一种适配器蛋白，有研究发现 NCK1

过表达促进 MSCs 的迁移和侵袭[5]，且 NCK1 可能

与骨质疏松性骨折密切相关[18]。在人脐静脉内皮

细胞中，IE 抑制细胞增殖和迁移可能与 NCK1 磷

酸化水平升高有关[6-7]。此外，有研究发现 AKT

信号通路激活可促进 MSCs 的成骨分化[19]。有研

究报道在肝癌细胞中 NCK1 沉默可导致 AKT 信号

转导受抑制[20]。本研究发现 IE 可促进 MSCs 中

p-AKT 蛋白的表达。而 NCK1 下调后，p-AKT 蛋

白表达水平降低，且成骨分化相关基因 ALP、

Runx2 和 Osterix 的表达量随之降低，MSCs 内钙

结节量也相应减少。 
本研究通过建立大鼠骨质疏松性骨折模型和

分离培养原代 MSCs，初步证实 IE 可促进骨质疏

松性大鼠骨折愈合，MSCs 增殖和成骨分化。此

外，本研究还证实了 IE 可通过促进 NCK1 蛋白表

达，活化 AKT，促进 MSCs 成骨分化。研究表明

IE 在预防和治疗骨质疏松性骨折方面有较好的

开发前景。 
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